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抗イデ ィ オ タ イ プ抗体 に は 内部イ メ ー ジ と称 される 元 の 抗原 エ ピ ト ー プ に 相同の 構造 を有 して い るもの が あ り, こ れを
元の 腫瘍抗原の 代用 と して 用 い , 各種 の 腫瘍免疫を誘導 して 癌治療 に , あ るい は 腫瘍抗原 に 対する自己抗体の 測定艦応用する
可能性が期待 されて い る . 本研究で は癌関連糖鎖抗原の 一 種 で ある D U→P A N-2抗原 に 対す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を , ラ ッ
免疫す る こ と に よ りポ リ ク ロ ー ナ ル 抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体, マ ウ ス に 免疫 し ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗イ デ ィ オ
タ イ プ抗体を作製 した . さ ら に そ れ らを用 い た 酵素抗体法 (e n zym eim mヮn o a s say , EI A ) を開発 し , 各種消化器癌患者血中の
抗 D U-P A N-2 抗体価 を測定 し, そ の 診断的意義を検討 しよ う と した . 作製 した抗 イ デ ィ オ タ イ プ抗体は い ずれ も免疫原 の 抗
D U-P A N-2抗体 と特異的に 結合 し , DU-P A N-2抗原抗体反応を競合的 に 阻害す る こ とよ り , D U-P A N-2抗原 の 内部イ メ ー ジを
有す る と考 え られ た . そ こ で , そ の 抗体を 固相化 した EIAに て , 各種 消化器疾患患者血清中の 抗 D u P A Nq2 抗体価を測 定し
た . カ ッ トオ フ 値を 健常対照群 の 平均 十 2 × 標準偏差 とす る と, 癌患者 で の 陽性率は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗イ デ ィ オ タ イ プ 抗体を
用い た測定法 , モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体 を用 い た 測定法 で そ れ ぞれ42% (42/101), 33% (36/1 08) で あ っ た . 一
方 , 良性疾患 で の 偽陽性率 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体法43% , モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体法21%と , 後者 で特 異性 は良好 で あ っ た . 癌患
者血 清に おけ る , DU-PA N-2抗原値 と抗体価 との 間に 相 関性 は認め られ ず, 抗原 陰性群中, ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体法 で43%(26/
60), モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体法 で31%(2 0/64)に 抗体価 が陽性 で あ っ た . 胃 , 大腸 の 早期癌12例 で は , すべ て抗原億陰性 で あっ た
が , ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体法 で , 33% (4/12) に 抗体価陽性 で あ っ た . さ ら に , ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体 を用 い た , ア フ ィ ニ テ ィ ー
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り癌患者血清中よ り精製 された抗 D U-P A N-2抗体は免疫化学的分析 に よ り , IgG に 一 致 して , モ ノ ク
ロ
ー ナ ル 抗 イ デ ィ オ タ イ プ抗体 と Dt⊥P A N-2 抗原の 双 方に 対 し反応す る抗体 である こ と が確か め られ た . 以 上 よ り 一 部の 消
化器 癌患者血 中に は癌関連糖鎖抗原 D U-P A N-2 に 対す る抗体の 存在す る こ とが 確認 され , さ ら に , こ の 抗体価測定法は 血中抗
原値陰性ある い は早期病症例 の 診断に も有効 な場合 がか な りみ られ , 血 清学的診断法 と して 期待 で きる と考 えられ た .
Key w ords 抗 イデ ィ オ タ イ プ抗体 , モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 , D u P A N-2, 消化器癌
ハ イ ブ リ ド ー マ 法 の 確立 い に よ り, 抗原性の 弱 い 癌関連糖鎖
抗原 に 対 して も特異性 の 高 い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体の 作 製が 可能
と な っ た . そ れ に よ り多く の 糖鎖抗原が腫瘍 マ ー カ ー と して 臨
床応用 され , 癌の 血 清学的診断法は大きく進歩 した . しか し,
腫瘍 が小 さ い ときや 抗原が体液内に 遊離 しに くい 場 合は , 血 中
に ほ 十分量の 抗原を検出 しえず , そ の 有用 性 , と くに 早期診断
は 大き な限界があ ると 言わ ざるを 得な い . 一 方 , そ の よ うな場
合で も癌患者の 体内 で は癌関連抗原に 対す る免疫応答の 一 部と
して , そ れ ら に 対する 自己抗体が産生され , 流血 中に も検出さ
れ る こ とが 想定 され るが , そ の よ うな抗体の 検出に は 有力な方
法が なか っ た た め , 癌抗原 に 対す る血中自己抗体の 測定の 意義
は 不 明の ま ま で あ る .
Jer n e21の 提唱 した イ デ ィ オ タ イ プネ ッ ト ワ ー ク 理 論(idioty pe
n etw ork the o ry) に よれ ば , 生体 内で の 抗体分子(a ntibody,
A bl) 中に は l そ の 超可変部位内に 抗原性を持 つ 構 造( イ ディ オ
タ イ プ) が存在 し, こ の 構造を 認識する抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体
(a ntトidioty pic a ntibody, A b2) を誘導 し う ると され て い る . ま
た 抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体の 一 部の もの は , そ の 可 変部位内に内
部イ メ M ジ (inter n al im age) と称 され る 元 の 抗原 エ ビ ト p プに
相同 の 構造 を 有 して い る3 卜 5, . 最近 こ の よ うな癌関連抗原の 内
部イ メ ー ジ を 有す る抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体 を作製 し, こ れを癌
治療 を 目 的と した 免疫誘導 に 用い よ うと い う試み が い く つ か報
告 され て お り , そ の 有効性も指摘 され て い る 抑 .
D U-P AN-2 抗原 は Metzgar ら8
1
に よ り ヒ ト膵腺病培養細胞
(H P A F-1) を免疫原 と し て 得 ら れ た モ ノ ク ロ 岬 ナ ル 抗体
D U-P A N-2 に よ っ て 認識 され る糖蛋白 で あ り , そ の 抗原エ ピ
ト ー プ は シ ァ ル 酸 を有す る糖鎖 で あ ると され て い が が , 未だ
そ の 糖鎖構造 は確立 され て い な い . ま た膵癌 を初め と した腺病
阻織に 高率 に 発現 し
1 0卜 ほ】
, 血 中遊離抗原 と して も存在する こと
か ら , 有 力 な腫瘍 マ ー カ ー と して 臨床的 に も用 い ら れ て い
Abbreviation s‥ Abl. a･ntibody; A b2, anti,idiotypic antibody; A b3, anti-anti-idioty pic antibody; A BT S･
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biotinyl-N -hydroxysuccinimide ; B SA, bo vine seru m albumin ; C E A. c arcinoe m bryo nic antige n; EIA, enZyme




しか し , 免疫組織学的に 検討 した癌範織 で の 発現率 と･
血中抗原の 陽性率と の 間に ほ隔た りが あ り ･ 血 中抗原測定に よ
る診断能に は , ほ か の 腫瘍
マ ー カ ー と 同様に 早期診断 に 大きな
限界がある ･
そ こで 本研究 で は , 抗 D U-P A N-2 抗体を同系 マ ウ ス に 免 疫
する こ とに よ っ て , モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗イ デ ィ オ タ イ プ 抗体
(mo nO Clo nala nti-idiotypic a ntibody･ M o n ol d) を, また ラ ッ ト
に免疫する こ とに よ っ て ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体
tpolyclo n ala ntトidioty pic a ntibody ･ Poly-Id)を 作製 した ･ こ れ
らの 抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体 の 性状を分析 し, そ の 可変部位に 内
部イ メ ー ジの 存在を 明 ら か に した う え で , こ れ に 反 応す る抗
D u P A N-2抗体を検出する酵素抗体法 (e nzym eim m u n oas say,
EIA) を開発 し, 各種消化器癌患者血清中に 存在す る 一 種 の 自
己抗体で ある抗 D U-P A N-2抗体価の 測定を試み , そ の 臨床的
有用性を検討しよ う と した .
対象お よ び方法
Ⅰ . 用い た各種 モ ノ ク ロ ー ナ ル抗体 と抗原
本研究に おい て 用い られ た モ ノ ク P p ナ ル 抗体 (M o n o clo n al
antibody, MoA b)は全 て B A L B/c マ ウ ス 肺細胞 と マ ウ ス ミ エ
ロ
ー マ 細胞を 細胞融合 し て 作製 され た も の で あ り , M oA b
D u P A N-1 (IgGl), M oA b D U-P A N-2 (IgM ), M oA b D U-
P A N-3 (IgGl) (協和 メ デ ッ ク ス , 東京) は Metzgar ら8}に よ り,
ヒ ト膵腺癌培養細胞 HPAF-1 を 免疫原 と し て 作製 さ れ た .
MoAb S T-439(IgM )( 日本化薬, 東京)は Hir oha shiら151に よ っ
て ヒト胃癌培養細胞 Sト4 を免疫原と して 作製 され た . ま た実
験に 用い た D u P A N-2抗原 (協和 メ デ ッ ク ス) は H P A F-1細胞
の培養上清よ り精製 した もの で ある
g′
.
□ . ポ リク ロ ー ナ ル 抗イ デ ィ オ タイ プ抗体の作製
精製 MoA b D U-P A N-2(IgM)1 00/上g を Freu nd
'
s c o mplete
adju va nt(Sigm aI St,Lo uis , US A )と とも に ラ ッ ト 皮~Fに 7 日
間隔で 4 回免疫 し, 最終免疫 よ り1 0 日 目に ラ ッ ト よ り 採血 し
た. 血清を分離した 後 , 等量の 正常 B A L B/c マ ウ ス 血清に て 吸
収操作を行 っ た う え で , PrOtein A-Sepharo s e4B(P har m a cia .
Uppsala, Sw ede n) を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ
ー に て IgG 分国 を 精製 した .
Ⅲ ･ モノ ク ロ ー ナ ル 抗イ デ ィ オ タイ プ 抗体の作製
精製 MoA b DU-P A N¶2(IgM )を Primi らの 報告 した 方法16)
に し た が っ て Salm o n ella ty phi由 来 の 1ipopolysa charide
(L PS) W (Difc o, Detroit, U S A) と結 合 させ , モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗体 20FLl 相当分を 1 週間間隔 で 計 4 回, 初 回 は F,e u nd
･
s
eomplete adjuva nt (Sigm a) と 共 に , 2 L口= ] 以降は Fr e u nd
●
s
inco mplete adjuva nt(Sigm a) と共 に B A L B/c マ ウ ス の 腹腔内
に注射し
, 最終免疫 よ り 4日 目 に そ の 脾細胞を マ ウ ス ミ エ ロ ー
マ 細胞 Sp 2/0と50%ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (polyethyle n e
gIyc ol
･
P EG) 1500(Bo ehringer Ma n nheim , M a n nheim ,
Germ any) を用い て 融合 させ た . そ の 後 ▲ hy po x a nt hin eLa min-
Opterin-thymidine( H A T) 培養液 (Flow labo ratorie s
,
M cle a n,
USA)に て37℃ , 5 % C O2 イ ン キ エ ペ - タ ー 内 で 培養 し, 得 ら
れた ハ イ ブ リ ド ー マ の 上 帝 を 用 い て , D U-P A N-2 抗原 と抗
D U-P A Nh2抗体とq)･抗原抗体反応阻害活性 を後 に T 項 で述 べ
る EIAに て 測 定 し , 特異的ク ロ ー ン の 選択 を行 な っ た . つ い で
限界希釈法に よ る ク ロ ー ニ ン グを繰 り返 して ハ イ ブ リ ド ー マ を
確立 した . そ れ ぞれ の ハ イ ブリ ド ー マ を B A L B/c マ ウ ス 腹腔
内に 注入 し, 増殖 させ , 得 られ た 腹水 を pr otein A-Sephar o se
4B 7 フィ ニ チ イ ー ク ロ マ ト グラ フ ィ ー に て 精製 した .
ま た ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養上 清 と ウ サ ギ 抗 マ ウ ス IgGl,
IgG 2a, IgG 2b, IgG3, IgA, IgM (Zym ed, Sa n Fr a n cis co,
U S A) との 反応性 を EIAに て検討 し, 免疫 グ ロ ブ リ ン サ ブ ク ラ
ス を 決定 した .
Ⅳ . 兢 イデ ィ オ タイ プ抗体の反 応特異性
作製 した抗イ デ ィ オ タ イ プ 抗体が免疫原 の 抗 D UTPAN-2抗
体 と特異的に 反応す る こ と を 確認す るた め に∴ 次 に 述 べ る
EI Aを用 い て Poly-Id お よ び Mo n o-Id と各種 MoA b との 反応
性を検討 した . 0.1 M炭腰重炭酸緩衝液 (pH 9.5トに て 20/Jl/
ノ
ml に 希釈 した抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体 を96穴 マ イ ク ロ タ イ タ ー
プ レ ー ト (Co ster. Ca mbridge , U S A )に 1 ウ ニ ル あ た り 10
〃1ず つ 注入 し 4 ℃, 一 夜イ ン キ エ ペ ー シ ョ ソ し固相化 した後 ,
3%ウ シ ア ル ブ ミ ン (bo vin e s eru m albu min , B S A) (Sigm a) 加
0.1M U ン 酸 緩衝塩化 ナ ト リ ウ ム 液 (pho sphate buffer ed
S alin e, P B S)(pH 7.4)に て 30 ℃, 3時間反応 させ , ブ ロ ッ キ ン
グ操作を 行な っ た . 次に Gu e sdo n らの 報告 した 方法
17} に 従 い
biotinyl-N-hydr o xys u ccinimide (B N H S) (Pier ce, Rockford.
U S A) を 用 い て ビ オ チ ソ 標 識 し た M oA b D U-P A N,1,
D U-P A NT2, D U-P A N-3, S T439 と30 ℃, 2時間反応後 に , ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ･ ビ オ テ ン 複合体
(Ve ctor, Burliga m e, U S A) を反応 さ せ た . 最 後 に 0. 0 2%
2.2-a Zin o-di.(3-ethyl山be nz olin e-6-S ulfo nic a cid) (A BT S) (和光純
薬 , 大阪) 加 0.1 M ク エ ン 酸 ･ リ ン 酸緩衝液 (pH 5.31 と, 等量
の 0.03% 過酸化水素水を 混 じたもの を 発色基質 と して , ウ ニ ル
に 加 え , マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー M T P･22型 (コ ロ ナ 電気,
茨城) を 用い て 415n m に おけ る 吸 光度を測定 した .
V . D U-P A N-2 抗原抗体 反応阻止試験
1 . ハ イ ブ リ ド ー マ ス ク リ ー ニ ン グの た め の DU-P A N･2 抗
原抗体反応阻1【二試験
D U P A N-2 抗原測定 キ ッ ト14} (協 和 メ デ ッ ク ス ) 中 の 抗
D U P A N-2 抗体を同相化 した96穴 マ イ ク ロ タ イ タ p プ レ ー ト
の 各 ウ ェ ル に , ハ イ ブ リ ド ー マ 培養 仁清 50〃 トを注人 し30 ℃.
2 時 間反応 さ せ た , プ レ ー ト を 生 理 食塩 水 に て 洗 浄後 -
D U､P A N-2 抗原傾 が高値で ある癌患者血清を 100Jバ づ つ 各 ウ
エ ル に 加 え30 ℃, 2時間反 応 させ た ∴ 続い て 酵素標識抗体 10
〃1 を 加 え30 ℃, 1 時間反応さ せ , 最後 に 発色剤に て 発 色 さ せ
マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー に て 660n m で の 吸 光度 を測定 した .
2 . Poly-Id また は Mo no-Id の反応性の 検討
精製 D U-PAN-2抗原を , ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ (積水 化学, 東
京)に 固相化 し , 3% B S A加 PB Sに て 30 ℃
.
2時間 ブ ロ ッ キ
ン グ を行な っ た . 段階 的に 希釈 し た Poly-Id ま た は Mo n o-1d
lOO/バ と , ク ロ ラ ミ ン T 法-8■に て ヨ ー ド化 し た -25Ⅰ 標 識
D u P A N-2 抗体 1 00FLl づつ を24穴反応 ト レ イ (ダイ ナ ポ ッ ト,
東京) の 各ウ ェ ル に 加え 混和 し30 ℃, 1時間反応 させ た . そ の
1m mu n oa s say ; E R C P･ endo sc opic r etrogr ade cholangiopa n c r e atography; = A T, hy po xa nthin e- a minopterin-
thymidine;IC, im m u n ec o mple x; L A I･ 1eukocyte adheren c einhibitio n assay; L P S, 1ipopolysaccharide; M oAb,
m On oclonal antibody; M o n o-Id, m O n O Clo nal a ntiMidiotypic a ntibody; P A G E, pOlya c rylamide gel ele ctrophore sis;
456
後 ビ ー ズ を各 ウ ェ ル に 加え , 30 ℃, 3時間反応 させ た . P B Sに
て ビ ー ズ を洗浄後 ガ ン = マ カ ウ ン タ ー (ア ロ カ , 東 京)に て ビ ー ズ
の 放射活性 を測定 した .
Ⅵ . D U- P A N-2 抗原-Poly-Id反応阻止試験
PolyqIdと Mo n o-Idの 認識す る エ ピ ト ー プ の 差を 検討す るた
め に , 抗 D u P A Nr2 抗体と Poly-Idとの 反応を M o n o-Idが ど
の 程度阻害する か を検索 した . 0.1 M炭酸 ･ 重炭酸緩衝液 (pH
9.5) に て 15FLg/ml に 希釈 した 抗 D U-P A N-2 抗体 を24穴反応
ト レイ 上 の ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ に 固相化 し, 段 階的に 希釈 した
Polyl dまた ほ 3種 の M o n o-Id(1-2-4d4, 1-2ヰ6, ト2-4-7) を
100/Jl づつ 加 え た . そ の 後 同様 に ヨ ー ド化 した 125Ⅰ 標 識
Poly-Idを 1 00〟1 づつ 各 ウ エ ル に 加 え反応 さ せ , 洗浄後 , ビ ー
ズ の 放射活性を測定 した .
Ⅶ . 杭 イ デ ィ オ タ イ プ抗体を用 い た血 中 D U- P A N-2 抗体価
の測定
対象 は当科お よ びそ の 関連施設に お い て 診断 され た 各種消化
器病患者108例(膵癌29例 , 胆道癌22例 , 胃癌2 6例 , 大腸 癌1 2
例 , 肝細胞癌19例), 各種消化 器良性疾患34例(肝硬変10例 , 慢
性肝炎1 3例 , 慢性膵炎 8例 ▲ 急性肝炎2例 , 急性膵炎1例)お よ
び 健常対照20例 で ある . 患者 の 皮下静脈 よ り採血 後 , 遠心 に て
血清を分離 し - 80 ℃に て保存 した . 膵癌 お よ び胆道癌 で は , 手
術ない し剖検に よ り病理観織学的に 確認され た の は , それ ぞれ
4例 と 3例 で , 他は 腹瓢超音波検査 と コ ン ピ ュ ー タ 断層撮影 の
所見 を参考 に , 内 視 鏡的逆 行性膵胆 管造 影 (e ndo s c opic
retr ograde chola ngiopan cr e atogr aphy, E R C P) か経皮経肝胆管
造影(perc uta n e o u str a n shepatic chola ngiography, P T C) の 所
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術 に よ り , 組織学的 に 診断が確認 され た ▲ 肝細胞癌で は3例が
病理 阻織学的 に 確認 され , 残 りは 腹部超音波検査所見と血清α
フ ェ ト プ ロ テ ィ ソ (α イetopr otein･ A F P) 値を参考に , 血管造
影 に お け る特徴的所見の 存在 よ り診断 され た .
ま た 良性肝疾患 は い ずれ も各種血液生化学的検査に 加え肝生
検又 は 腹腔鏡 に よ り診断され た ･ 慢性膵炎は い ずれも日本消化
器病学会の 臨床診断基準の Ⅰ群 に 一 致 して い た .
測定 法は , 被検血清 を 0･1M P B S(pH 7･4)に て50倍希釈L
た 後 , S ePhar os e4 B(P har m a cia) に 結合 させ た 正 常 ヒ ト免疫グ
ロ ブ リ ン (ミ ド リ十字 , 東京) と 一 夜反応 さ せ , そ の 遠心 上帝
50FLl を Poly-Id また は Mo n o-Id を園相化 した96穴 マ イ ク ロ タ
イ タ ー プ レ ー ト に 添加後30 ℃, 3時間反応 させ , 2次抗体とし
て ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ヤ ギ 抗 ヒ ト IgG+ A+ M (Dako.
Cope nhage n, De n m a rk)を2000倍に 希釈 した もの を 50FLl加え
て , 30 ℃, 1 時間反応 させ . A B T Sに て発色, 415nm の吸光度
を測定 した .
また 癌患者血清 に つ い て は サ ン ドイ ッ チ EI A法14)(協和メ
デ ッ ク ス) に て DU-PANr2 抗原値 をも測定 した .
Ⅷ . D U- P A N-2 抗原 を用い た 血 中杭 D U- PA N-2 抗体価の
測定
前項 に て 測定 し た 血 清 サ ン プ ル の 一 部 に お い て , 精製
D U-P A N-2抗原 を ク ロ ラ ミ ソ T法を 用 い て ヨ M ド化 し, それを
用い て の ラ ジオ イ ム ノ ア ッ セ イ(r adio m m u n o a ss ay , RIA)にて
血 中抗 D U-P AN-2 抗体価 を測定 した . 即ち P B Sに て50倍希釈
し た サ ン プ ル 血 清 150FLl を pr otein A(Ucb biopr oducts,
Brus s els . Belgiu m) を固相化 した ビ ー ズ に 30 ℃, 1時間反応さ
せ た後, さ ら に 125Ⅰ 標識 D U-P A NA2抗原(1 08 cpm/ml)50pl
(b)拭O n O- エd
O.D.
4 1 5n m
Ån刊 DU･P A N･2
Con 亡O ntratio n ot MoÅb(ng/mI)
Fig.1. Re a ctivity of a nti
-idioty pic a ntibodies with a nti-D U-P A N-2 MoA ba nd other M oA bs, 1 00FLl of Poly-Id(a) or Mo no一Id
l-2-4-4(b) (15p g/ml) w asfix ed o n96- W e11 EI Aplate s. Afterblo ck ing with 3 % B S As olutio n, e a Ch plate w a sinc ubated witha
s erial dilutio n of biotnyl MoA b D U-P A N-1(IgGl), D U-P A N-2(IgM), D U-P A N-3(IgG l) a nd S T 439(IgM) for3hrs at30℃･
r e a cted with avidin -perO Xida s e c o mplex, and color ed with a substrate s olutio n c o ntaining A BTS and H202･ Both Poly-Ida nd
M o n o-Idr e a cted o nly with MoA b D U-P A N-2 a sa nim m un ogen .
PB S, phosphate buffe r ed, Saline; P E G, pOlyethyle n eglycol; Poly-Id, pOlyclonal a nti-idioty pic a ntibody; PT C,
percutan e o us tra n shepatic cholangiography; P V D F, pOlyvinylidene diflu o ride; RIA, r adioim mu noass ay; S
DSr
SOdiu m dodesyl sulfate
血 中抗 D U-P A N-2 抗体価測定法 の 開発 457
を加えて . 30℃, 2時間反応 させ , 洗 浄後 ･ ビ
ー ズ の 放射活性
を測定した ･
Ⅸ . 患者血 清か らの 坑 DU
- P A N-2 抗体の 精製
‡ に て 作 製 し た ラ ッ ト Poly-Id l Omg を C N Br 活 性 化
sepharos e4B(P har m a cia) 2･ 5g に 結 合 さ せ
1別
･ カ ラ ム
(BioRad. Richm o nd ,
U S A) に 充填 し た ･ D U-P A N-2 抗体原
臥 D U-P A N-2抗体価が ともに 高値 を 示 した患者血清 (M･ H･)
0.5mlを , こ の カ ラ ム に 吸着 さ せ , 0･1 M Tris H Cl(pH 3. 0)に
て 溶出 し た . 各 分画 に つ い て サ ン ド イ ッ チ EIAに よ り
DU-P A Nr2抗原値 , Poly-Id を用い た EIA と Mo n o-Id を 用 い
た EI Aに よ り抗 D U-P A N-2 抗体価 を測定 した .
X . 患者血 中坑 DU- P A N-2 抗体の 分析
Ⅸで 用い た と 同 じ測定法に て D u P A N-2 抗体価 の 高値 を示
し た 患者 (M. H.) の 血 清 0. 5ml を あ ら か じ め pr otein
A-SePharos e4B カ ラ ム に て IgG に 分国 し ,
.25I に て 標識後 ,
Polyldカ ラ ム に 吸 着 させ , 0.1 M Tris H Cl(pH 3.0) に て 溶出
した. 得られた 分画を , 2- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル (2-m e rC aP-
toetha n ol) (和光純薬) に て 還元 状態と した後 , ス ラ ブ ゲ ル 電気
泳動装置 K S-8000 S E型 (マ リ ソ ル 産業, 束京) を 用い て ゲ ル 濃
度10%の ドデ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (S Odiu m dode syl s ulfate ,
SDS)- ポリ ア ク リ ル ア ミ ド ス ラ ブ ゲ ル に て 100 Vの 定電 圧 下
に電気泳動を行 っ た . また マ ー カ ー 蛋 白 と して
125
Ⅰ 標識 ヒ ト
IgG,
125Ⅰ標識 ラ ッ ト IgG を 同時 に 泳動 し, 泳動後 の ゲ ル に て
オ ー ト ラ ジオ グラ フ ィ ー を 行 っ た .
さらに1.2%ア ガ ロ ー ス A (P har m a cia) ゲル を 用 い た オ ク タ
ロ ニ
ー 法に て 上述の 同 じ分画と ウ サ ギ 抗 ヒ ト IgG 血清 お よ び
ウサ ギ 抗ラ ッ ト IgG 血清 と の 沈 降線 を オ ー ト ラ ジ オ グ ラ
フ ィ
一 に て 検 出 した . ま た そ の 際 , 対照 と し て 正 常 ラ ッ ト
IgG を用い , オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 後 の ゲ ル を乾燥後 , 0.1%
アミ ドブ ラ ッ ク 10 B(和光純薬) に て 蛋白染色を行 っ た .
また , 上述と 同様に 患者 M. H , の 血 清 よ り , Poly-Id カ ラ ム
によ るア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に て 得 られ た吸 着分
0.2 2.0
Conc entr atio n ofantibodie$(mg/ml)
Fig･2･ Inhibitio n of D U-P AN-2 a ntigen.a ntibody re a ctio nby
a ntiqidiotypIC antibodies. 1 00FL l of 125I-a nti-D U-P A N-2
MoA bw asin c ubated with l OOpl of Poly一Idor M o n o-Ids
at variou s c o n c entr atio n s o n a24-W ellplate for60min at
30℃･ Polystyle n ebe ads c o ated with pu rified D U-P A N-2
antige n w er eputinto e a ch w ella nd in c ubated for3 ho u rs
at30℃･ A fter w ashing, radioa ctivitie s ofthe be ads w er e
COunted in aga m m a c o u nter.
画を S DS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ス ラ ブ ゲ ル に て 泳動 した 後 , ゲ
ル メ ン ブ ラ ン 転写装置 K S-8460(マ リ ソ ル) に て 6 V, 2時間泳
動 し , ポ リ 卿 ヒビ ニ リ デ ン (polyvinyliden ediflu oride , P V D F)
膜 (M ilipore , Bedford , U S A) に 転写 した . P V D F膜 を .2
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I標
識 D ULP A N-2抗原お よ び 一25Ⅰ 標識 Mono一Idと室温, 4時間反
応 させ 洗浄後オ ー ト ラ ジオ グラ フ ィ 一 に て 反応 を示 すバ ン ドを
検出 した . また 転写 元の ゲ ル を0.1% ア ミ ドブ ラ ッ ク 10B(和光
純薬) に て 染色 し , 転写位置を確認 した .
X l . 統計学的処理
D U-P A N-2抗原値 に つ い て は対数変換 し , 以 下 の 検討を行 っ
た . 平均値の 差の 検定は , Co chr a n-Co xtest にて , 陽性 率の 差
の 検定は Yate s の 補正 を加 え た X2 検定に て , また 相関係数 の
検定は Fisher の r 表に て 行な い , 危険率 5% 未満をも っ て 有
意差あり と した .
成 績
Ⅰ . ポ リ ク ロ ー ナ ル坑イデ ィ オ タイ プ抗体の反応特異性
作製 した Poly-Id が免疫原の 抗 D U-P A N-2抗体と特異的 に 反
応す る こ と を 確か め る た め に , D U-P A N-1, D U-P A N-2,
D U-P A NL3, S T 439と Po王y-Id の 反応性 を検討 した と こ ろ ,
PoIyl d は抗 D U-P A N-2抗体と の み 容量依存的に 反応 した が ,
他の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体と ほ 反応を示 さ なか っ た (図 1a).
ま た
, 固相化 L た D U-P A N-2抗原 と抗 D U-P AN-2抗体 との
反応 に 対す る , 阻害活性の 検討 で は , Poly一Id は100FLg/ml以
上の 濃度 に お い て 容量依存的 に 抗原抗体反応を阻害 したが , 対
照 と して 用 い た 正常 ラ ッ ト IgG ほ阻害活性をもた な か っ た ( 図
2). こ の こ と よ り , 今 回 作製 し た Poly-Id の な か に は ,
D U-P A N-2 抗原と D u P A N-2抗体 との 反応 を阻止 す る, 抗イ
0.2
Conc e ntratio n of A b 2(rng/mI)
Fig. 3. Inhibito n of the r e a ctio n betw e e n a nti-D U-P A N-2
MoA ba nd
125I-Poly-Id by Mo n o-Ids. Anti-D U-P A N-2 MoA b
(1 5/Jl/ml) w as fix ed o n poiystyle n ebe ads. The be ads
W er ein c ubated in a24rw ellplate with lOOFLlof Poly-Id or
M o n o-Ids for60 min at 30℃ . T he n 50FLl of 125I-Poly-Id
W aS added to e a ch w e11a nd inc ubated a n other 60 min .
A fter w ashing, radio activities ofthe be ads wer e c o u nted in
a ga m m a c o u nter･ PolyqId with c o n c e ntrationshighertha n
O.2m g/ml str o ngly inhibited the re a ctio n betw e e nDU-
P A N-2 a ntige n a nd radiolabeled Poly-Id, Where a sthe
inhibition rate s of v a rio u sM o n o-Ids n e v e r e x c e eded 30 %.
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デ ィ オ タイ プ抗体 の 含 まれ る こ と が示 され た .
[ . モ ノ ク ロ ー ナ ル坑イ デ ィ オ タイ プ抗体の確立 とそ の 反応
特異性 の検討
マ ウ ス ･ ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に よ り作製し た ハ イ ブ リ ド ー マ よ
り , 固 相 化抗 D U-P A NL2 抗体 に 対す る結 合性 お よ び ,
Dt∫P A N-2 抗原抗体反応阻 止 試験 に よ り 3 種 の ク ロ ー ン
(1-2 ヰ 4, 1-2{4-6, ト2-4-7) を選び 出 した . これ ら の ク ロ ー ン ほ
EIA法 を 用 い た 免疫 グ ロ ブ リ ン 亜 分画 の 検 討 で は い ず れ も
IgGl 型 で あ っ た .
得 られた 精製 Mo n o-Idの 抗 D U-P A N-2 抗体 と特異的に 反応
する こ とを 確認す るた め に , M o n o一Id と して ク ロ ー ン ト2-4-4
を 用い て各種 九loAb と の 反応を 検討 した と こ ろ , 図1 bに 示 す
ごとく , 免疫原 で ある抗 DU-P ANL2 抗体 と の み が 容量依存的
な反応を示 した が , 他 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 とは 反応を 示 さな
か っ た . また 他の ク ロ ー ン 1-2 ヰ6, ト2-4-7 に つ い て も検討 した
が 同 等の 結果 で あ っ た .
D しトP A N-2 抗原と , 抗 D U-P A N-2 抗体と の 抗原抗体反応 に
対す る阻止効果の 検討 で は , 図 2に 示す ご と く , 3種 の ク ロ ー
ン とも 100J上g/m ト以上 の 濃度 に て 容量依存的 な阻害悟性 を 示
した .
Ⅲ . ポ リ ク ロ ー ナ ル坑イ デ ィ オ タイ プ抗体 とモ ノ ク ロ ー ナ ル
杭イ デ ィ オ タ イ プ抗体の 反 応性の比較
Poly-Id と Mo n o～Idの 認識す る エ ピ ト ー プ の 差 を 知 る た め
に , 抗 D U-P A N-2抗体 と Poly-Id との 反応を Mon o-Id が どの
程 度阻害 し う る か を 検討 した . 囲 3 に 示 す よ う に , 固相 化
D U-P A NT2 抗 体 へ の 125Ⅰ標識 Poly-Idの 結合は , PoLy-Idを あら
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か じめ 反応 さ せ る こ と に よ り
,
9 5% 阻害され た が , Mon｡､Id
l-2 ヰ4･ 1-2-4-6･ 1-2 ヰ7はそ れ ぞれ30% , 28%･ 13%の 阻害活
性 を示 す に と どま っ た ･ したが っ て 各 Mo n o-Idの 認識する抗
D U-P A N-2抗体 上 の エ ピ ト ー プは , ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗イ ディ オ
タ イ プ抗体 の 認識す る複数 の エ ビ ト プの 一 部 で ある と考えら
れ た .
Ⅳ ■ ポ リ ク ロ ー ナ ル杭イ デ ィ オ タイ プ抗体を用い た各種消化
器疾患患者血清中兢 D U-PA N-2 抗体価 の測定
図 4は 各種疾患患者と健常者血 清中 に お い て 抗 D U-PA N-2
抗体価を Poly一Idを 用 い た EI Aに て 測定 した成績 で ある. 健常
者20例の 平均 + 2 × 標準偏差に 一 致す る 0･ D･ = 0.250 をカ ッ ト
オ フ 値 とす る と , 膵癌 で50% (1 4/28), 胆道癌 で33% ( 6/
′
181,
胃癌 で35% ( 9/2 引, 大腸癌 で50% (6/1 2), 肝細胞癌で4摘
( 7/17)で あ り癌患者全体 で は 陽性率は42%(42/10 いと高率で
あ っ た ･ 一 方 , 良性疾患 で は慢性膵炎で29%( 2/7 ), 慢性肝炎
で33% (4/1 2), 肝硬変 で67%( 6 /
ノ
9 ) と偽 陽性も多く , とくに
肝硬変 で は 高率に み られ た .
Ⅴ . モ ノ ク ロ ー ナ ル杭イ デ ィ オ タ イ プ抗体 (ト2-4-4)を用い
た 各種消化器疾患患者血清中抗 D tトP A N-2抗体価の測
定
図 5 は各種疾患患者と健常者血清中 に お い て 抗 D U-P AN-2
抗体価 を Mo n orId(1-2-4-4) を用い た EIAに て 測定した成揖で
ある . 健常 者2 0例 の 平均 + 2 × 標 準偏差 に 一 致 する 0. D. =
0.300 をカ ッ ト オ フ 値 とす る と , 膵癌 で45% (1 3/2馴, 胆道癌で
23%( 5/22), 胃癌 で19% ( 5/26), 大腸癌 で25%( 3/12), 肝細
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Fig･4･ Le v els of a nti-D U･P A N-2 a ntibody in s er a of patie nts with vario u sdige stiv edis e as e s a nd he althy subjects detected by
Poly-Id･ 100FLlof PolyJd.(15J上g/ml)w a sfix ed o n a96vw ell EIAplate a nd in c ubated with 50/上l of l:50 diluted test Ser乱
which w er epr e vio u sly tr e ated with nor m al hu m a nIgG-Sepharo s e4bc o njugate､ A fterin c ubatio nfor3 ho u rs at 30 ℃1 the
s a mple s w er e r e a ct d with pe ro xidas elabeled a nti-hu m a nIgG+ A+ M . a nd c olored with a substrate s olutio n c o ntaining AB T
S
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Fig･5･ Le v els of a nti-D U-P A N-2 a ntibody in se ra of patie nts with v ario u sdige stiv ediseas es a nd he althy s ubj･e CtS detected by
Mo n o-Id(1 ÷4p4)･ T he EI Am ethod is the s a m e asthe EIAu sing Poly-Id･ Dotted lin esho ws c ut-Offvalu e (0. D. = 0.300).
(8)PoIy･ は
l 柑 I V
$tage
Fig･6･ Ser u m a nti,D u P A N-2 a ntibody
dotted lines sho w the cut-Offvalu e s of
(b)M o n か旭
l = IV V
O G8 $廿ic c8.
0 Coto n ¢a.
$tagせ
1e v elsin r elatio nto the histologlCal stages of ga stric c a n c er a nd c olo re ctal c a n c er. T he
e a ch m ethod. ●; ga Stric c a n c er, ○ : C Olor e ctalc a n c er.
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1 08)で あ っ た . 一 方 , 良性疾患 の 偽陽性率 は21%
■
で あり , 慢性
肝炎31% ( 4
′
/13), 肝硬変9 % ( 1/11), 慢性 膵炎25% (2/8)
に 認め られ た . 以上 の よ う に ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体を 用 い た方法
に 比 して , 痛に お ける陽性率も , 良性疾患に お け る偽陽性率も
共に 低率 で , 癌特異性 ほ比較的良好 であ っ た .
Ⅵ . 癌の 進行度 と血 中坑 D U-P A N-2 抗体価 との 関係
進行度(stage) 分燥の 明 らか な胃癌23例と , 大腸癌 9例 に つ
い て , 進 行度別 に 血 中抗 D U-P A N-2抗体価を検討 した ( 図 6 ).
血 中抗 DU-P A N-2抗体価 は , Poly一Id法 で は I期 で 33% ( 4/
1 2), Ⅲ 期で60% (3/5), Ⅳ ～ ＼
丁
期 で4 0% (6/15) で あ り ,




期 で27% (4/15) とⅠ期に 比 して Ⅲ期以上 で の 陽性率が高率
で あ っ た ･ しか し
･ 早期癌で あ るⅠ 期例 に お い て も , Poly-Id法
で は , 比較的高い 陽性率が得 られ た .
Ⅶ ･ 測定系 にポ リ ク ロ ー ナ ル 抗イ デ ィ オタイ プ 抗体と, モノ
ク ロ ー ナ ル 抗イ デ ィ オ タ イ プ 抗体を用 い た 場合での兢
D U- P A N-2 抗体価測定成績 の比較
Poly-Id を 用い た 測定系 と M o n o-Idを用 い た 測定系で 同時に
測定 しえた 癌患者血清の 抗体価 を比較検討 した (図 7). 両者間
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Fig･ 7･ Corr elatio n of a nti-D U-P A N-2 a ntibodylev els in s era of c a n ce rpatie nts dete rmin ed by tw o m ethods, Dotted lin es sho w
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Fig. 8. Correlatio nbetw e e nle v els of D U-P A N-2 a ntige n a nd
lev els of anti-Du P A N-2 a ntibody deter min ed by Poly綱Id in
S er a Of c a n c erpatie nts. D uP A N-2 a ntige n w a s m e a s u red











































































































0 100 100 0 10000
Lo v●l●○†D U･P ÅN･2 8 n旬 馴1(U/ml)
Fig. 9. Corr elatiorlbetw e e nle v els of D u P A N-2 a ntige n and
le v els of a nti-Du P AN-2 a ntibody dete r min ed by Mo no
･Id
in s er a of c a n c erpatients.
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Fig･10■ Corr elatio n betw ee nle v els of D U-P A N-2 a ntige n a nd le v els of a nti-D U-P A N-2 a ntibody determined by a nti-idiotypic
a ntibody (a; Poly-Id, b; Mo n o一Id)in se ra of patie nts with gastric c a n c er or c olore ctal c a n c er of v ariou s histopathological




















0･2 0.3 0.4 0. D.
Anti D U･ P A N-2 暮o v els by Mo n o-1d
Fig･11･ Cor elatio n of a nti-D u P A N-2 a ntibody lev els in
Patient s era deter min ed by tw o m ethods with Mo n o-Id
a nd 125I labeled D U→P A N-2 a ntige n. Pr otein A (15〃 g/ml)
W aSfix ed o n polystyle n ebeads. 1 50FLl of l: 50 diluted
test ser a w asin c ubated with the be ads for 60 mim at
30 ℃･ The n50FLl of
125
トD U-P A N-2 a ntige n w a s ad ded to
ea ch w eua nd in c ubated a n other2 ho urs. After w a shing,
r adioa ctivitie s of the be ads w er e c o u nted in a ga m m a
CO unter.
Mo n o-Id法両者陽性は22例(22%), 両 者陰性は46例(46%)に み
られたが , 両者 の 陰陽性が解離 した もの は , Poly-Id法陽性 ,
Mo no･Id法陰性が21例(21%)で ある の に 対 し , そ の 道の 場合が
12例(12%) に 認め られ 前者 の 場合の 方 が 多く み られた .
Ⅶ ･ 血清中の D Uq P A N-2 抗原 と抗 I) U- P A Np2 抗体価との
関連性
病魔者血清に つ い て 同 一 検体 で 測 定 した D U-P A N-2 抗原値
と抗体価 の 関連性を検討 した . D U-P A N-2抗原値 の カ ッ トオ フ
値 を 300 U/血 とする と癌患者全体で の 陽性率は42%で あ っ た .
Poly-Idを用 い て 測定 した抗体価と抗原値 と の 関係 を 図 8 に ,
M o n o-Id(1-2 ヰ4) を用い て 測定 した 抗体価 と抗原値 との 関係を
図9 に しめ す. い ずれ の 場合に も抗原値 と抗体価 の 間 に 相関性
は 見られ ず, 抗原が 陰性 で あ っ て も抗 体が 陽性 で あ る 例が ,
Polyld法で26% (26/101), Mo n o-Id法 で19%(20/1 08) と少な
か らず見 られ た . 一方抗原が陽性 で あ っ て も抗体陰性である例
が , そ れ ぞれ22% (22/101), 26% (28/108)に 存在 した .
lT 項 と 同 じく , 胃 , 大腸 癌3 2例 に お い て , 進 行 度別 に
D U-P A N-2抗原値 と抗体価の 関係 を検討 した (図10). 抗原陽性
例 は32例中4例 (13%)で , い ずれ もⅣ 期で あ り , そ の うち 3例
が抗原 の み が 陽性 で あ っ た . 一 方 , 抗体の み 陽性例 は Poly-Id
を用 い た 測定法 で34% (11/32)に 認め られ , そ の 中に は Ⅰ期の
症例 が 4例含まれ て い た . ま た M o n o一Id を 用 い た 場合に は ,
19% (6/ノ32) が抗体の み 陽性 で あ り, う ち Ⅰ期が , 1例含まれ
て い た .
Ⅸ . D U- P A N-2 抗原 を用 いた 血 中抗 D U- P AN -2 抗体価 の
測定
癌患者血清23例に つ き ∴精製 D tトP A N-2 抗原に 直接結合す
る抗体 の 検出を 目的と した RI Aに て 抗体価を測定 した . こ の
方法 に よ り得 られ た 抗体価と , Mo n o-Idを 用 い た EI Aで 測定
され た 抗体価 と の 関係を図11 に しめす . 両 者間に は 有意の 相関
性 (r = 0.49, P<0.05) が み られた が , こ の RI A法に て 測定 さ
れ た抗体価が 100cpm 以下 と低値 であ っ て も, M o n oLIdに よ る
EIA法 で 陽性 で あ るサ ン プル が , 17% (4/23) にみ られた .
X . 血 清中に お け る D U- P A N-2 抗原 と抗体の存在様式の検
討
用 い た EI A法に て , D U-P A N-2 抗原抗体複合体が検出 され
うるか 否か を検討す るため に , ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗イ デ ィ オタ イ
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Fig･12･ An affinty chro m atogr aphic patter nin the ･pu rific atio n of a ntトD U-P A N-2 a ntibody fr o m s er u m of a patie nt with
pa n cr e atic c a n c er･ T he c olu m nw a sloaded with O.5ml of se ru m of a patie nt with pa n cr eatic c a n c er (M . H .) a nd eluted with
O･1 M TrisTH Cl(PH 3･0)and2ml fractio n sw er e c olle cted , In au fractio n s, D U-P A N-2 a ntige n and a ntiLD u P A N2 antibody w ere
m e a s ured by e n zym eim m u n o a ss ay･
ニ
, pr Otein c o n c e ntratio n: ▲- -▲ , levels of D U-P A N-2 a ntige n :● - - ● . 1ev els of
anti- D U-P A N-2 a ntibody by Poly-Id: 0 - 0 . 1e v els of a ntiTD U-P A N-2 a ntibody by Mo n o-Id.
Fig･1 3･ Dete ctio n of antトD U-P A N-2 a ntibodyfr o m s e ru m of
a pa n c re a s c a n c erpatie nt. Hu m a n a ntトD U-P A N-2
a ntibody w aspurified by Poly-Idaffinity chr o m atogr aphy
fr o mthe r adiolabeled IgG fra ctio n ofs er u m of a pan crea s
C a nCer Patie nt (M ･ H ･). A fter redu ctio n a nd he ating in
SDS, three eluted fr a ctio ns w er e r u n o nS D S-P A G Ea nd
S ubje ctedto a utor adiography. Radiolabeled n or m al hu m a n
IgG a nd n or m alratlgG w ere tr e ated in the s a m e m a n n e r
a s the sta ndard protein s. Purified fractio n c o ntains
radio a ctiv e hu m a nH a nd Lchain s.
は〉
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Fig.14. Ou chterlo ny as say (a) of pu rified hu m a na ntトDU-
P A N-2 a ntibody a nd a ntis e ra. a nd its a uto radiography(b)T
W e11 A. r adiolabeled anti-D u P A N-2 a ntibody purified frorn
the s er u m of a pa n c re as c a n c erpatie nt: B, a nti-r atIgG
a ntis era: C. nor m alr atIgG; D, a nti-hu m a nIgG a ntiser
a･
Radioa ctivity w a sdete cted o nly ln the pr e cipitatio nli
ne
betw ee n w e11s A a nd D.
血 中抗 Dl⊥P A N-2抗体価測定法の 開発
プ抗体を s ephar os e4Bに 結合さ せ た ア フ ィ
ニ テ ィ 仙 ク ロ マ ト
グラ フ ィ
ー に て , 膵 癌患者 M ･ H･ の 血 清 0･ 5ml より , 抗
DU-P A N-2抗体を精製 した(図12)･ 各分 断 こ て , Poly-Id お よび
M｡ n O-Id(1-2ヰ4) を用い て 測定 した 抗 D U-P A N-2 抗体価 の 推
移をみると , 吸着後 ･ 0･1 M Tris H Cl (pH 3･0)に て 溶出 され た
分画で は Poly-Id, M on o-Id双 方に 対 して 反応 を示 した ･
一 方 ･
DU-P A N-2抗原 は素通 り分画の み に 検 出され た ･ 以上 よ り , 素
通り分画に は D U-PA N-2 抗原抗体複合物 の 存在す る 可 能性 は
考慮された が , 抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体に 対 Lて D u P A N-2 抗
原抗休複合物 は反応 しな い も の と考え られ た t
Xl . 患者血 中坑 D t トP A N-2 抗体 の分析
患者 M. H･ 血 清の protein A 吸着分画を
.25Ⅰ に て 標識 し ,
Poly-Idカ ラ ム に 吸着 させ 溶出 した分画 は , 2-メ ル カ プ ト エ タ
ノ ー ル に よる還元 状態 で , S DS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気
泳動(polya cryl-ami de gelele ctrophor e si , P A G E) に て 泳動す
ると. オ
ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ 一 に て 検出 され る放射活性 バ ン ド
は, 対照と して 用 い た ヒ トIgG の H 鎖お よ び L鎖 の 位置 に
一 致
して い た (圃13).
また同分国を , オ ク タ ロ ニ ー 法に よ り , ウサ ギ 抗 ヒ トIgG 抗
血清とウ サ ギ抗 ラ ッ ト IgG 抗血 清と の 反応を 検討 した と こ ろ ,
オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ 一 に て 検出 され た 同 分画の もつ 放射活性
は, ウ サ ギ 抗 ラ ッ ト IgG 血清 と は 反応 せ ず , ウ サ ギ 抗 ヒ ト
IgG 抗血 清との 沈降線 に 一 致 して み られ た (図14). こ の こ とよ
り抗イデ ィ オ タ イ プ抗体 に 対 して , 患者血 清中の IgG の 一 部が
反応して い る こ とが示 され た .
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Fig･15･ We ster nblotting a n alysis of the binding of D U-
PA N-2 a ntige nand Mo n o-Id to purified hu m a n a nti-D U-P-
A N-2a ntibody･ AntトD U-PA N-2 a ntibody w a spurifiedfro m
the seru m of a pa n cr e as c a n c erpatie nt(M . H,) Purified
hum an a nti-D U-P A N-2 a ntibody (1a n e s a a nd c) a nd
nor mal hu m a nIgG (1a n esb a nd d) w e re run o nS D S-
P A G E
, andtr an sferr edto P V D Fm e mbr a n e. Protein s o n




, reSpe Ctiv ely. Lan es A a nd B w er e r e a cted with
l払I-labeled M o n o-Id, a nd Lanes C a nd D w e re re a cted
with 125I-rabeled D U-P A NY2 antigen . M e mbr a n e s w er e
Washed a nd s ubje cted to auto radiography. La n es a, b, C
and dw er e stain ed with O.1 % a midobla ck lO B. Purified
hum an a ntトD U-P A N-2 a ntibody re a cted with both
D U-PA N-2 antige n and Mo n o-Id, Wher e as n or m al hu m a
IgGfailedto re a ct.
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カ ラ ム を 用 い た 7 フィ ニ テ ィ 岬 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に て得 られ
た 吸 着分画を , S D S-PA G Eに て 泳動後 , PVDF 膜 に 転写 L, ウ
エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グを 行 な う と , こ の 分 画は , 125Ⅰ 標 識
D U-P A N-2抗原 , な らびに 125Ⅰ標識 M o n opIdとの い ずれ とも反
応を 示 した( 囲15). こ の こ と よ り , 今回 の EIAに て検出される
抗 D U-P A N-2 抗体 は , D u P A N-2 抗原に も反応す る こ と が 示
され , ま た患者血 中に , そ の よ うな抗体 の 存在する こ とが 証明
され た .
考 察
癌組織に は , 種 々 の 癌関連抗原 と称 され る抗原 が多数発現 し
て お り , そ れ ら の うち 血中に 遊離 し得 るもの は , 血 清腫瘍 マ ー
カ ー と して 以前か ら臨床応用 され て い る
20 卜22,
. L か し, 腫瘍 の
産生す る抗原を直接測定 し よう とす る方法 で は , 元来微量の 腫
瘍抗原が大きな プ ー ル を有する血 液中 で 希釈 され る ため , 腫瘍
が ある程度の 大き さに な らない と血 中測定値は 上 昇せ ず , 癌の
早期診断に 結 び付き難い . さ らに , 癌特異性が高く ても結中に
遊離 しに くい , あるい は遊離 L ない 抗原で は 血清腫瘍 マ ー カ ー
と して応用 する こ とは 不可 能で ある . 一 方 , 担痛生体 で は 癌の
早期か ら免疫応答の 起 こ る こ と が想定 され て い るが こ の よ うな
反応を検出 しよう と して , 従来白血 球固 着阻1L試験 (1e ukocyte
adher e n c einhibito n a ss ay, L AI)な ど の 細胞性免疫反応を応用
した 方法23馳 が 検討され て きた . こ の よ うな方法 に よ る 検出率
は , 一 般に は癌 の 進行度 とは 無関係 で , 免疫能 の 低下 した 末期
で は陽性率は む しろ低下す る傾向さ えみ られ , 早期癌 で の 陽性
率 は進行癌の それ に 劣 らない と い う成績も報告 さ れ て い る23- .
しか し , 感作抗原 の 標準化 , 再 現性 , 多量の 血液 サ ン プ ル を 要
す る , な どに お い て 大きな陸路があり , 実用化 は な され て い な
い . また . 免疫応答と して 腫瘍抗原 に 感作 され た リ ン パ 球の 産
生す る血 中自己抗体を検出 しよ う とす る試み も幾 つ か み られる
が25
､ ､27
＼ 臨床的有用性を評価 で き るもの は殆 どな い . そ の 理 由
と して , 微量に しか 存在しな い 抗原 の 精製が難 しく , 自己 抗体
に 対す る銭敏で 安定 した測 定系の 確 立が 困難であ っ た こ と な ど
が あげ られ る .
と こ ろ で Jer n e2〉 の イ デ ィ オ タ イ プネ ッ ト ワ ー ク 理 論に 基 づ
い て , Ku nkel ら
28}
を初め と し , 幾 人か の 研究者
29-30､
は , 抗体の
超可 変部位が , 抗原惟を 有し , 抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体を誘導 し
え る こ と を 示 してい る . そ れ らに よ る と . 一 部の 抗イ デ ィ オ タ
イ プ抗体の 超 可変部位に は , 内部イ メ ー ジ (inter n alim age) と
称 され る抗原 エ ピ ト ー プ と相同 の 構造 が発現 し得る と され てい
る . こ と に 近年 , ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に て , モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗イ
デ ィ オ タ イ プ抗体の 作製が 可 能と な り , 内部イ メ ー ジの み をも
つ 抗体を 大量に 得 る こ とも可 能に な っ た . こ の 均質性に 優れ た
イ デ ィ オ タ イ プ抗体を , 抗原の 代用 と して ワ ク チ ン 療法的 に 用
い て , 各種 の 腫瘍免疫 を誘導 しよ う とす る基礎的研究3‖は活 発
に 行な わ れ つ つ あ り, 一 部 に ほ 臨床的な癌治療 へ の 応用6 け-も試
み られ て い る ,
筆者ほ こ の ような 抗イ デ ィ オ タ イ プ 抗体 の 特性を考慮 して ,
EI Aの 固相化抗原に 癌関連抗原の 内部イ メ ー ジを 有す る 抗イ
デ ィ オ タ イ プ抗体を用い る こ とに よ り 抗 D じPA N-2 抗体価測
定法を発案 した . まず ラ ッ トに て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗イ デ ィ オ タ
イ プ抗体を , つ づ い て 同系 マ ウ ス に て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗イ デ ィ
オ タ イ プ抗体を作製 し , 図1 お よ び図2 に 示すよ うに , い ずれ
も免疫原 の 抗 DU-P A N-2 抗 体 と の み 強く反 応 し , か つ
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D u P A N-2 抗原抗体反応を容量依存的 に阻害す る こ と を 確認
した , こ の こ と よ り , 得 られ た 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗体 は 抗
DUrP A N-2抗体 の 抗原結合部位 を認識す る , つ ま り内部イ メ ー
ジと呼 ばれ る D U-P A N-2抗原の エ ビ ト N プ と相 同な 構造を 有
する特異的な抗体 で あると 考え られ る . こ の よ うな 同系 マ ウ ス
に て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体を作製 した 報告は こ
れ ま で に い く つ か み られて お り316,7ト , また , Lege r ら32} は , ラ ッ
ト を用 い て 同種抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体 の 作製 に 成功 して い る .
こ れ らの 実験結果 は , 同種内 で ほ原則的に 抗原性をもた な い と
され る血 清蛋白 の 一 部 で ある A blを 同種動物に 免疫 して 抗 イ
デ ィ オ タ イ プ抗体(A b2)を 作製する こ とは 可 能 で あ る こ と を 示
して お り, さ らに , 単 一 個体内で , 同種 の 免疫 グ ロ ブ リ ン 分子
どう しが抗原抗体関係をもち得 ると い うイ デ ィ オ タ イ プ ネ ッ ト
ワ ー ク 理論 の 裏 付け ともな っ て い る . 筆者 の 実験 に お い て も ,
ラ ッ トお よ び 同系 マ ウ ス で 内部イ メ ー ジを 有す る抗イ デ ィ オ タ
イ プ抗体の 作製 に 成功 して お り , 従来 の 研究報告 と 一 致 して い
る とい え る .
Diaku n ら33}は , 構造の 明らか な 糖鎖を免疫原 と して 用 い て ,
ウ サ ギ で A bl, A b2, さ ら に 抗 坑 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体
(anti-a ntiTidiotypic a ntibody, A b3)を 作製 し, お 互 い の 反応性
を検討 した結果 , 抗原と A b2との 相同性は高く , わ ずか の 糖鎖
構造の 変化 に て も反応性が失わ れ る と して い る . 本研究で 対象
と し て 用い た D U-P AN-2抗原 ほ , 発見者の Metzgerら8一に よれ
ばシ ァ ル 化糖鎖抗原 で ある こ とが 明 らか に され て い るが , 抗原
エ ピ ト ー プ の 糖 鎖構造は確立 され て い な い . しか し, 抗体可 変
部位 の ア ミ ノ 酸構造で ｣ 糖鎖 の 立 体構造を再現す る こ とは 可 能
で あるとい わ れ て お り8-, 筆者 の 実験結果か らも 上 述 した よ う
に 得 られ た 坑イ デ ィ オ タ イ プ抗体は D U-P A N-2 抗原 の 構造を
再現 して い る と思わ れ , 抗 D U-P A N-2抗体検出の た め の EI A
に おけ る同相化抗原と して 用 い る こ と は 十分可能 で ある と考 え
られ た . また , D u P A N-2抗原 に 対 して , こ の よ う な 内部イ
メ ー ジを 有す る抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体を確立 した の は本研究が
初め て で あ る .
本研究の よ う に 癌患者 の 流血 中に 腫瘍抗原 に 感作 され た リ ン
パ 球 の 塵生す る特異な自己抗体 を測定 しよ うとす る試み は未だ
少な い が , Gold25)の Bis-diazotiz ed be n zidin e(B D B)凝集法 に よ
る , C arCino e mbryo nic a ntige n(CE A)に 対する 自己抗体 の 検出
を初め て と して , V O nKleist ら26)の 大腸癌患者血 中の 抗腸管阻
織抗体 に関す る報告や , 川原 田 ら27)の 各種悪性腫瘍患者血中の
抗 α 覿織抗原抗体 に つ い て の 報告 な どか あげ られ る . しか しい
ずれ の 報告も抗体価の 定量化 が な され て お らず , 検 討例数も少
な い こ と な どよ り , 腫瘍 マ ー カ ー と して の 有用性 を論ず る ま で
に は 至 っ て い な い .
抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体を利用 L た血中自己抗体 の 測定 と して
は , 自己免疫疾患 であ る全身性 エ リ テ マ ト ー デ ス 患者 で検討 さ
れ た 成績31}と , 悪性腫瘍 の 患者で 腫瘍抗原の 内部イ メ ー ジを も
つ イ デ ィ オ タ イ プ抗体を応用 した 2 つ の 報告35-36)を み る に す ぎ
な い . 山本35-ほ , ア シ ア ロ 型の 糖鎖抗原 である Y H 206に 対す
る , 抗 Y H 206抗体 を用 い て , ポ リ ク ロ ー ナ ル お よび モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 イ デ ィ オ タ イ プ抗体の 開発 に 成功 し , 各 々 を用 い て
作製 した EIA に より , 癌患者血 中の 抗 Y H 206抗体価 に つ い て
検討して い る . それに よ ると 抗 Y H 206抗体は , 健常対照です
べ て 陰性であ り, 病魔着で は Poly-Id法で34例中13例(38%),
Mo m o-Id法 で34例中11例(32%)に陽性 で あ る . また , 良性疾患
で は , Poly-Id法 の み の 検討 で , 例数は 少な い もの の , カ ッ トオ
フ 値 を 越 え る も の は な か っ た と 報告 し て い る ･ 筆者の抗
D U-P A N-2 抗体の 成績 で は , 健常 対照 で 抗体価 ほ低値 であり
カ ッ トオ フ 値を 越 え るも の は な く , 癌患 者 で は Poly-Id法で
4 2% , Mo n o一Id法 で3 3% が 陽性 で あ っ た が , 良 性疾患でほ
Poly-Id法 で43%, Mo n o-Id法 て21% と , 前述 の 報告と異なり,
良性肝疾患を中心 と して 偽陽性 の 高い と い う結果が得 られた
.
また 抗 Y H 206抗体に 関する検討 で は , PolyLIdと Mon｡-Id
を 用 い て 測定 した 抗体価ほ高度な相関性 (r = 0･ 軋 p<0.01) を
示 した と され て い る ･ こ れ に 対 して , 筆者の 抗 D U-PA N-2抗体
価 の 測定で は図 6示 す ご とく , Poly一Id と Mo n o-Idを用い て測
定 した 抗体価 に は 有意な相関性は み られ るも の の , 抗 Y‡i206
に お い て み られ た ような 高い 相関性 は み られ ず , か な りばらつ
く傾向が み られ た ･ さ ら に 原田 ら36)は ヒ ト メ ラ ノ ー マ の糖脂質
両分 と反応す る ヒ ト型モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 (1 ト5 0) に 対する3
種 の 特異的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 イ デ ィ オ タ イ プ抗体 を用い て抗
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-50抗原抗体価の 検討を行な っ た と こ ろ , 描獲抗体と Lて用
い る抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体に よ っ て 抗体価 が か な り異なり, お
互 い に 相関 の な い 測 定結果が得 られ た と報告 して い る . このよ
う に 用 い る抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体の 種類 に よ り抗体価がかなり
異 な る よう で あり , こ の ような差異が どの よ う な臨床病態的意
義 を反映す るか ほ , 興味深い 課題である と思 われ る . さらに特
定 の イデ ィ オ タ イ プ を有す る抗体が特異的に ある種の 疾病や病
態 を鋭敏 に 反映す る こ とも考慮 され , 今後 , こ の ような可能性
を念頭 に お き, 得 られ た M o n o-Id抗体の 反応性 を検討していく
こ とも必要 で ある と思わ れ る .
PolyId法 で は , サ ン プ ル 血 清に 対 して も十分な 吸 収操作を
行 な い , 非特異的抗体を除去 した が , 良性疾患群 に 於ても比較
的高率 に 偽陽性 がみ られ た . こ れは 良性疾患 , とくに 肝疾患で
高率 に D UAP A N-2 抗原が発現 して お り11) , そ れ に 対する抗体
が , よ り感度 の 高い Poly-Id法 で 検出 さ れ た と も考え られる
が , Poly-Idの な か に は 多種 の 抗イ デ ィ オ タ イ プ 抗体が含まれ
る た め に , 抗 D U-P A N-2 抗体 以外 の 交差反応性を有する抗体
に よ る 可能性も考慮 され る . こ れ に 対 して M o D O一Id クロ ー ン
1-2-4-4 を用 い た場合 の 偽陽性率は Poly-Id を 用い た場合に比し
て 1/2以下 と良好 で あ っ た . 今後 Poly-Id を 1次抗体に ,
M o n o-Idを 2次抗体 に 用 い る サ ン ドイ ッ チ ア ヅ セ イ な どを開発
すれば , よ り優れ た 測定系 の 開発が期待 で きる か も しれ ない .
D U-P A N-2抗原は , 既知 の 血 液型物質や種 々 の 腫瘍 マ M カ .
と は免疫学的交差反応性 を示 さ な い9
1
特有な 抗原で ある こ とよ
り, 固相化 Protein A に 患者血 清 よ り免疫グ ロ ブ リ ン を吸着さ
せ 抗体 の 比活性 を高め , そ の 125I標識 DU-P A Nr2抗原捕獲能を
測定す る と い う RIAで も抗 D U-P A N-2抗体価の 測定を行っ た
と こ ろ , 図11 で み られ る よ う に Mo n o-Idを 用 い た EI Aで測定
した 抗体価 と相関性 を 示 した . し か し , M o n o一Id を 用いた
EI Aで 高値 で あ っ た が , こ の RIA で低値を 示 した例もかなり
存在 した . こ れは筆者 の 用 い た RIA で は Protein A に吸着す
る抗体 の み を掃獲 して い る ため に , Protein A へ の親和性の低
い 免疫 グ ロ ブ リ ン 分 軌 とく に IgM 型抗 D u P A N-2抗体を多
く含むサ ン プ ル で は , 低反応 と な っ た 可 能性が考 え られる･ い
ずれに して も D U-P A N-2 抗原を用 い て , 直接血 中 の 抗体価を
測定 しえ る こ と を 示 した点 で 大 い に 注 目 され よ う,
Poly-Id法 , Mo no-Id法 の い ず れ に よ っ て も 血 中抗 DU
･
P A N-2 抗体価は膵癌 と肝細胞癌で比較的高い 陽性率が みられ
血 中抗 D U-P A N-2 抗体価測定法 の 開発
た. ま た従来報告 され て い る血 中 D U-P A N-2∵抗 原 億 の 成 績
をみて も
…
, 膵癌慮者 で も っ とも高い 陽性率 が 報 告 さ れ て
ぉり, さらに 組織 レ ベ ル で の 発 現 に お い て も膵癌覿織 で9 0
～
100%
佃 2ゝと , 胃癌の50%や 大腸癌の46%な どに 比 して ･ 膵癌 で
著しく高率である ･ こ の よ う に 元 来本抗原は膵癌 で 強く発現す
る頻度が高く, 膵癌患者 で 本抗原 に 対 して 免疫応答の 起きる場
合の多い こ とを反映 して ･ 血 中抗体価 の 陽性率も高く な る の か
もしれない .
一 方 , 図 8 , 9に 示 す よ うに 癌患者に お い て , 抗
原値と抗体価の 間に は 相関は認め られず , 血 中抗原値が低値 で
あっ ても抗体価 が高値 を 示 した 症例 が Poly-Id法 で 2 9% ,
M｡ nO一Id法で19%に み られ た . こ れ らの 症 例に 於 て は , 組織 で
の D U-PA N-2抗原の 発現が軽度 で , 血 中 へ の 抗原 の 遊離が少
ない が, 本抗原に 対 して は 免疫応答が強 く起 こ り , 抗体産生が
活発に な り, 血 中抗体価も上昇 して い る と解釈す る こ と も可能
であろう . こ の よ う に 血 中抗原 が カ ッ ト オ フ 値 以 下 で あ る た
め, 抗原を測定 して も陰性と判定 され るが , 抗体価が 高ければ
間接的に 抗原の 存在を推定 しえ る .
この ような抗体価測定の 利点がも っ と も期待 され るの は , 免
疫応答は腫瘍が小 さくて も強く惹起 され る こ とか ら 早期癌 の 診
断の場合で あろ う, そ こ で , 臨床 的 に 早期病症例 が得 られ 易
く, 進行度の 判定 も比較的容易 な胃 , 大腸 癌 で の 進行度 と抗
D U･P A N-2抗体価 の 関係を検討 した と こ ろ , Ⅰ期に 比 して Ⅲ 期
以上で 陽性率が高率 で あ っ た が , Poly-Id法 で ほ , 早期癌の12例
中4例(33%) で抗体価 が陽性 を示 した . 胃癌や 大腸癌の 組織 レ
ベ ル で の D U-P A N-2 抗原 の 発現率は高 々 50% で あ る こ と を 考
慮すれば, Ⅰ期に おけ る抗体価 の33% と い う陽性率は か な り注
目され る . さ らに 進行度別の D U-P A N-2 の 抗原値 と抗体価 と
の関係( 図10) を み る と, 抗原値 の み の 陽性例は 8 % (3/32)
で
,
いずれもⅣ 期以上 で あ っ た . 一 方 , 抗 体価 の み 陽性例 は
Poly-Id法 で34% (11/ 32), M on o一Id 法 で19% ( 6/32) と抗体価
のみの 陽性例が 明 らか に 多く, しか も , 1期 で 抗原陽性例は み
られなか っ た の に 対 し , 抗 体 陽性例 は Poly-Id法 で 4 例 ,
Mon o一Id法で 1例に 認め られ た こ と か らも , 早期癌診断で の 血
中抗 D U-P A N-2 抗体価測定 の 有用 性の 高い こ と が 窺 え よ う .
また, 先述した よ う に , 胃 , 大腸 癌組織 で の 本抗原 の 発現 は
高々50%位で ある の に 対 して , 早期癌 の 診断がも っ と も難 しい
言われ てい る膵癌組織で は 前述 の ご とく本抗原は90%以 ヒに 発
現して い るが , 血 中で は 抗原値陽性は60% 前後に しか 得 られ な
い現状を考えれ ば , 膵癌診断に お い て の 本抗体価測定に 今後大
きな期待が寄せ られ る .
近年, 抗原特異的(a ntige n spe cific) な癌関連抗原の 血 中免疫
複合体(im m u n e c o mple x, I C) の 検 出 に つ い て , Kaps opouト
Ou-Do mino sら37L は C E A高値を 示す癌患者 の 血清の 分析よ り,
C E Aの IC が遊離状態 の C E Aと は 異 な っ た 分画 に 出現する こ
とを示し , 血 中 ICの 存在を示 唆 した . そ の 後 , C E Aの IC測
定に成功した Sta ab ら38･ の , あ るい は ヒ ト メ ラ ノ ー マ 細胞由来
の糖蛋白抗原の ICの 検 出法 を開発 した Wo ng ら39)の 癌患者血
軌こおける ICを測定 した 報告で は , い ずれ も予 後, 再発な ど
術後の モ ニ タ リ ン グ と して の 有用 性が 強調 され て い る が , 早期
診断を目指した癌 の 存在診断に おけ る有用 性 に つ い て は 言及 さ
れてい ない ･ 筆老 の 測定 した サ ン プ ル 血 清 の な か に も, 図8 ,
9に 示すように D U-P A N-2 抗原値と D UTP A N-2 抗体価 の 双 方
相 億を示す例がか な り認め られ , そ れ ら の 血 清中に は免疫複
合体の存在して い る可 能性がある . そ こ で Poly-Idの カ ラ ム を
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用 い て , そ の ような 血清 の ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ 1､ グ ラ フ ィ ー
を行 っ た と こ ろ , 図12に 示 す ように 溶出分画中 に は D ひ P A N-
2 抗原は 検出しえ ず, そ の ほ と ん ど が 素通 り分国中 に 存在 し
た . こ の こ と よ り本研究に おい て 開発 した抗体測定系で は , 抗
原 に 結合 して い る血 中抗体 の 検出は で きない と考え られた . 一
方 , 素通 り分画に は本法 で は 測定 で きな い I Cの 存在する 可 能
性 は あるが , 癌関連抗原 とそ れ に 対す る抗体の 患者体内で の 存
在様式に つ い て は , 不 明 の 点が 多く , 正確な 免疫複合体測定法
の 開発を含め て , 今後の 研究課題の 一 つ で あると 思われ る .
筆 者の 開発 した測定系の 重要な問題点と して , 坑イ デ ィ オ タ
イ プ抗体 を用 い て 測定 さ れ た 血 中抗 D U-P A N-2 抗体が 真 の
D UMP A N-2 抗原に 対す る自己抗体 で あ るか どうか と い う こ と
が挙げられ る . 図11に 示 した ごとく , 抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体に
高い 反応を 示 す血清 の 大部分は , D U-P A Nq2抗原とも反応を 示
した が , 同 一 の 抗体が D U-P A N-2抗原 , 抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体
の 両 者に 反応 し得 る こ と を示 すに は 至 っ て い な い . そ こ で , 筆
者は 抗体価の 高い 患者の 血 液 か ら抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗体 の ア
フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用い る こ と に よ っ て ,
Poly一Idに 結 合す る血 清の 抗体分画を精製 し , 得 られ た 分 画 の
な か に , 図13､ 15に 示 すご と く, IgG に 一 致 して , Mono-Idの
み な らず D U-P A N-2 抗原自身に も反応 しえ る抗体 の 存在す る
こ と を示 した . こ の こ と は少なく と も 一 部 の 癌患者体内で は ,
本来自己抗原 で ある細胞表面糖鎖構造 の 癌化 に よ る変異 に 対 し
て も , 免疫応答と して の 自己抗体産生が活発 に 行な われ て い る
こ と を示 すもの で あり , 痛患者に お け る免疫動態を考え る う え
で 重要な現象を実証した と 言えよ う . また 抗イ デ ィ オ タ イ プ抗
体を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に て 患者血 液よ
り, 可溶化 の 状態で 癌関連抗原に 対す る自 己抗体を精製 可能で
あ る こ と も示 され , こ の よ う に して 得 られ た 抗体は , ヒ ト型 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗体な どと 並ん で , 臨床 的に も免疫学的診断や治
療の 分野 で 応用 百J能 な手段と な り得る も の と思わ れ る .
結 論
抗 D U-P A N･2 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体を 免疫原と して , ラ ッ ト
に て Poly-Id を, マ ウ ス の ハ イ ブ リ ド ー マ 法に て Mo no-Idの 作
製を 試み , 得 られ た抗体 の 惟状を分析 し た . さ ら に こ の 抗 イ
デ ィ オ タイ プ抗体を用 い て , EIA を開発 し各種消化器病患者 血
(I7抗 D U¶PA N･2 抗体の 測定を行な い , そ の 意義を 検討 L よ う
と し , 以 卜の 結論を待た ,
1 , 得 られ た Poly-Id は , 免疫原 で ある抗 D U-P A N¶2抗体 と
特異的に 反応 し , D u P A N-2抗原抗体反応 を阻害す る こ と よ り
抗 D u P A N､･2抗体の 抗原結合部位 と結合す る抗体を含む と考
え ら れ た . ま た 作製 した Mo no-Idの ア イ ソ タ イ プ は す べ て
IgGl で あり , 同 様に 抗 D U-P ANu2抗体の 抗原結合部位と結合
し, D U-P A N-2抗原 エ ピ ト ー プの d 部と 相同 の 構造 を持 つ 抗体
と で ある と推定され た .
2 . 1 で 得 られ た抗体を用 い て 開発 した EI Aに よ り各種消
化器疾患慮者血中抗 D U,P A N-2 抗体価 を測定 した と こ ろ , 癌
患者 で は陽性率は Poly一Id 法 で 42% (4 2/1 01), M o n o-Id法 で
3 3%(36/1 0 8) で あ っ た . 一 方 , 良性 疾患 で の 偽 陽性率 は
Poly-Id法で42% (1 3/30), Mono-Id法 で21% (7/33)と特異性
は後者 で 比較的良好 で あ っ た .
3 . 癌患者血清の 抗原備と抗体価 と の 間に 有意 な相関性はな
く ▲ 各 々 の 陰 陽性 の 解離す るも の が Poly-Id法 で 4 8% ,
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Mo n o-Id法 で44% とか な りみ られ , 抗体価 の み陽性 の 病症例 が
PolyLId 法 で25% , M on o-Id 法 で19%に 認め られ た .
4 . 凱 大腸癌 に お い て 進行度 と の 関係を み る と , Ⅰ期の12
例 で は す べ て 抗原値は陰性 で あ っ た が , Poly-Id法 で 4例 ,
M o n o-Id法 で 1 例血 中抗体価陽性 のJもの が 認め られ た .
5 . Dtj-P A N-2 抗原を用い た RI A に て も直接 血中抗体価 の
測定が 可能 で あ り, そ の 測定値は イ デ ィ オ タ イ プ抗体 を用 い た
EI Aに よ る測定イ直と有意な相関性を示 した .
6 . Poly-Idを 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー の
結合分画に は D U-P A N-2 抗原活性ほ存在せず , D ULP AN-2 の
IC ほ , 抗 イ デ ィ オ タ イ プ抗体 に は反応 して い な い も の と考 え
られ た .
7 . 6 で得 られ た結合分画の 免疫化学的分析 に よ り , 抗体価
が 高値 を示 した癌患者血中に は , IgG に 一 致 して抗 イ デ ィ オ タ
イ プ抗体と D U-PAN-2抗原の 双 方に 対 し反応す る自己 抗体 の
存在す る こ とが 確認 され た .
以上 の ように 担癌患者体内で は D U-P A N-2抗原 に 対 し て ,
比較 的早期か ら 抗体塵生が行な わ れ て い る こ とが 示 唆 され た .
そ の 定量的評価 と して 抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体を 用 い た EI A を
開発 し, 臨床 的 に 検討 した と こ ろ , 血 中抗原値 が陰性 であ っ て
も 抗体価 の 陽性 な も の が か な り み られ , さ ら に は 血 中
D U-P A N2 抗原陰性 の 早期癌でも抗体価 の 高値 を 示 す場合も
ある こ とか ら , 本法 は従来の 腫瘍 マ ー カ ー の 欠点を 補う , 癌 の
新 た な血 清学的診断法 と して 期待 できる と考 え られ る ･
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Key w ords an ti-idiotyplC antibody, m O n O Clo nalantibody, DU-PA N-2, digesdve cancer
A bstr act
Som e and-idiotypic andbodies mimic the stru Cture Of the epitopeOf the origin alantige n and areits
. .inte mal im age
一一
.
Application ofsu ch antibodies,inlieu of andgen,for theinductio n ofanti
-tu m Or a Ctiviy and the m e asure m ent of ad-tu m O r
a utoami bodiesis e xpeCted. h dlis study, pOlyclon al anti
-idiotypic an tibody(Poly-Id) w aspr oduced by imm unization of
m o n oclo nal and- D U-P A N-2 antibodyin a rat, a ndsyngen eic m on oclonalanti-idiotypic antibody(M on o-Id) w asdev eloped
by hybri do m atechmiqu e. Further m ore, an e n Zyme im m un OaSSay(EI A) uti1izing 也ese an ti-idiotypic antibodieshasbeen
dev eloped and w as usedto examin ethe cli mical sigmi 丘c an Ce Ofle vels of anti
- D U-P A N-2 antibodyin sera ofpatie ntswith
v ariousdigesdv e c an C erS･ ThePoly
-Idand M on o-Id thuspreparedspeCi負c a11yreacted withDU
-PA N-2 antibody andinhibit-
edthe speCi丘cbinding of DU
-P A N-2 antibody w 地 antigen･ T beseresultssug gested thatthese anti
-idiotyplC andbodies rep-
r e s e nt the c onfiguration of a c ertain epltOpeOf D U- P A N-2 a n tlgen･ T he s era of 20 heal thyindividuals, 34 patie ntswith
benign dise ases a ndlO8c an C erpatie nts w ere screen edby the en zymeim m un o assay using these anti
-idiotypic antibodiesas
the c apture andbody･ Ⅶ th血e m e an +2SD ofhe althy individu als regarded asthe c ut
- 0ffvalue, le v els a m ong the c an Cer
patie nts ex ceeding th is value w ered tected in 4 2%(42/101)by Poly-Idass ay, and in33%(36/108)by M on o
-Idassay･ False-
positiv e rates ofP ly-Idass ayin benigndiseaseswere43% , Signinc andyhighertha nthose of Mon o-Idassay(21%)･ No sig･
ni五c ant COrrelationbetw een se ru mDU- 臥 N-2 an tlgen and a nti D U-FA N-2 antibody w as obse rv ed in the sera ofc an Cer
patie nts. Ho w e v e r, When300 U/ml w as chosen asthe c ut- 0ffv alue of antigen, 43 %(2研0) (Poly-Idass ay), and 31%
(20ノ64)(M on o-Idassay)of andgen n egativ e canCerPadents showed levels ofanti- D U-P A N-2 antibody exc e eding the cut off
values. In thepatie ntswi thgas 仕ic and c olorectalc an C er, al 1 12cases classified ashistologic alstageIshow ed low levels of
DU -P A N-2 andgen,but4 c ases(33 %)w ererev ealed as anti bodypositiv eby Poly-Id ass ay･ Using Poly-Idim m un Oafhity
chr o m atography, anti- DU-P A N-2 antibody w aspuri鮎d 舟om the se ru m Ofapatient wi thpan Creatic c an cer, and this antibody
fracdon,C O rr e SPOndingtoIgG, PrO V edto re actwi th both D U-P ÅN-2 an tlge n and M on o-Id by v ario usi mm un ∝hemical tech
-
n lqueS･ T bis study re vealed thata nti-DU- P A N- 2 anti body was detected in the s era ofso m epatients withdigestive c an CerS･
andthat m e asure m entofse ru mle vels ofanti- DU-rAN-2 an tibody m ay be u seful in detectlngC an CerS, includingearlycases
Or an tlgen- n egative cases.
